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   We have developed a highly sensitive method to detect pelvic lymph node metastasis using the 
reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) with primers specific for prostate-specific 
antigen (PSA) gene. Fine needle aspiration biopsy (FNAB) of pelvic lymph nodes was performed in 
24 patients with prostate cancer. Each aspirated sample (0.05-0.1 ml) was divided into 2  parts  ; one 
for RNA extraction and RT-PCR to detect he fragment of PSA mRNA, and the other to smear on a 
slide glass for conventional cytology. 
   The PSA gene was detected by RT-PCR in 11 FNAB samples which included not only all 6 
cytologically positive and 2 cytologically class III cases but also 3 of 16 cytologically negative cases. 
The PSA gene was not detected by RT-PCR of FNAB samples in any of the 20 cases of bladder cancer. 
Thus RT-PCR for detection of the PSA gene in FNAB samples may be useful as a new diagnostic 
technique for detection of early lymph node metastasis n prostate cancer and an additional tool for 
cytological diagnosis of prostate cancer. 
                                             (Acta Urol. Jpn.  42: 781-785, 1996) 
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緒 言
前立腺癌 の骨盤内 リンパ節転移の診断 目的に両足背
の リ ンパ 管造 影 後 の透視 下 の リ ンパ 節穿 刺細 胞 診
(FNAB)を行 って きた.こ れまで に119例に リンパ節
生検 を行い前立腺癌40例の骨盤 内 リンパ節 転 移 を診
断 して きた.40例の細胞診断陽性例 中 リンパ管造影で
陽性 は25例63%,CT/MRIでの陽 性 は12例30%で
あった.つ まり28例(70%)はNlな い しN2の 症例
で あ りCT/MRIで は検 出で きない例 であったDし
か し,細 胞診 にはclassIIIの症例が あ り特 に,組 織
球 との鑑別 が問題 となる.ま た,Papanicolaou染色
では細胞が アル コール固定 中に流れる可能性があ る.
一方前立腺特異抗原(PSA)は前立腺組織抗原 であ
り,正 常前立腺細胞,前 立腺癌細胞で発現 し,転 移腫
瘍で はPSAの 発現が前立腺原発であ ることの証 明に
利用 されている2)そ こでFNABの 細胞液 を用 いた
RT-PCR法3'6)によるPSAmRNAの 検 出に よる遺
伝子診断を試みた.
材 料 お よび方 法
1検 査材料は尿路性器の腫瘍株で前立腺癌培養細
胞PSAを 産生するLNCaP細 胞7),PSAを産生 しな
いPC-38),DU-145細胞9),腎 癌 細 胞TOS-1,
TOS-2,R4,ACHN,膀胱癌 細胞YST-1,KK47,
精巣腫瘍細胞NEC8,NECI4を10%牛胎児血清入 り
の培 養液(RPMI)に て培 養増殖 させ,ア クチ ナーゼ
(0.1%),EDTA(0.02%)にて細胞 をはが し,段 階
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的 に うす め,106個の健 常 人 リ ンパ 球 を加 え1,500
rpmで遠沈 しペ レッ トを凍結保存 した.
2.前 立腺癌23例,膀胱癌20例の骨盤 内 リンパ節吸
引生検(FNAB)の 採取液 を用いた.方 法 はあ らか じ
め リンパ管造影 を行 ったリンパ節 を経腹 的に穿刺吸引
する.硬 膜外麻 酔科 に患者 を仰臥位 と し23gauge15
cmのtops製の穿刺針 にて経腹 的に穿刺す る.レ 線
透視 下 に穿刺 を行 い,細 胞 診断 者 が その 場 でDiff
Quick法にて染色 し診 断す る.細 胞が 十分 とれてい
ない ときはその場で再検す る.穿 刺 された リンパ節は
造影剤が吸 引 され丸 く抜 け るのが透視下 に観察 され
る.吸 引細 胞 液(O.05--O.1ml)を2分し,一 つ は
エ ッペ ンドルフチ ューブに入れ液体窒素で凍結保存 し
た.他 方 はスライ ドガラスに塗布 し,従 来の細胞診 を
行 った10'11)細胞診陽性,classIIIのプ レパ ラー ト
は 脱 色 しPSA単 ク ロー ン 性 抗 体(DAKO,
Denmark)を用いPSA免 疫染色 を行 った12)
3.RNA抽 出:上 記1,2の サ ン プ ル よ り
ISOGEN-LSにてtotalRNAを抽 出 し,50μLの
RNase-freeの溶液 に溶解 し,RNA量 を試色計 にて測
定する.
4.逆 転 写反応:1μgのtotalRNAに0.5μgの
oligo(dT)primerを加 え65℃ に5分 間お き次 に氷
冷 す る.dNTP,Tris-HCI,KCI,MgCl2,DTT,
RNase阻害剤 を加 え42℃15分 反応 させ,cDNAを
合成する.
5.Polymerasechainreaction13):PSAcDNA14'15)
を コー ドす るoligonucleotideprimerは,PSAセン
ス側:5'-TGCGCAAGTTCACCCTCA-3'(595-612)
PSAア ンチセ ンス側:5'-CCCTCTCCTTACTTCA-




を加 えPCR反 応 を94℃5分,さ らに94℃1分,
55℃1分,72℃2分 を40cycle繰り返 し行 い,2本
鎖DNAの1本 鎖 へ の分離,合 成 プラ イマーの1本
鎖 へ のanealing,DNApolymeraseによ る プ ラ イ
マ ーの伸 長反応 を行 い 目的 とするDNA断 片 を増 幅
した.
6,PCR産 物の電気 泳動:PCR産 物 を40mMの
Tris酢酸 塩,lmMEDTA緩 衝 液 のL7%agarose
ge1にて電気 泳動 を行 い,ethidiumbromideを紫外
線下に発色 させ た.PSA遺 伝子 は753bpにbandが
認め られる.
7サ ザ ンプロ ッ トによるPCR産 物 の確認:PSA
の 内 部 プ ロー ブ5'-GTTGCTAGGAAAAGGAA-
TCA-3'を用 いてPSAのPCR産 物 をサザ ンプロ ッ
ト法に より確認 した.
えられた遺伝子診断 と従来の細胞診 を比較 した.
結 果
PSAを産生す る ヒ ト前 立腺癌細胞LNCaPを 末梢
血 白血 球106個に混入 させて検 討 した.LNCaP細 胞
は計算 上1個 までの希釈 で検 出が可能であ り,こ れ ら
をSouthemblotにて確認 した(Fig.1).
前 立 腺 癌 のPC-3,DU-145,膀胱 癌YST-1,
KK47,腎 癌TOS-1,ACHN,N4,精 巣 腫 瘍
NEC8,NEC14はいず れ も陰性 であ った.
FNAB標 本 で は膀胱癌 で陰性 であ った.前 立腺癌
で陽性 例が認 め られ(Fig.2),FNAB標本 の細 胞診
では24例中6例 が陽性,2例 がclassIII.遺伝子診 断
では細胞診 陽性 の6例,classIIIの2例の他 に細胞
診 陰性 の3例 が陽性で あった.PSA免 疫染 色で は細
胞診 陽性 はすべて陽性であ ったがclassIIIはいずれ
も陰性で あった(Table1).13例に前立腺全摘,リ ン
パ節郭清 を行 った.摘 出 リンパ節 の組織診断はいずれ












miX・dfr・mlO6t・100M・ ・ker1・n・w・・1・ad・dwithH・ ・III-dig・・t・dφ×174DNA .


































































































































































術 後10カ月よ り血清PSA上 昇 中.症 例llはpT3bNO





に は全 身麻酔が必 要で,手 術 時 間 も2時 間以 上 を要
し,腸 管の癒着 による腸閉塞,腸 管損傷,出 血,感 染
な どの合併症が報告 されている16)一方,骨 盤 内 リ
ンパ節の吸引生検 は非常に簡単で,局 部麻酔で十分で
あ り,検 査時間 も30分以内であ り,合 併症 もまった く
み られない.さ らにFNAB陽 性 リンパ節 には,neo-
adjuvant療法後 再 度のFNABに てneoadjuvant療
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法の評価がで きるので大変有用であるD
しか し,FNABの 細胞診 は しば しば困難 となる場
合が ある.1.23gaugeの細 針 によるFNABで は採
取 され る細胞数が少ない.2.血 液の混入のため リン
パ節 より採取 された細胞 が希釈 され塗抹 されたプ レパ
ラー ト上 に細胞が載 らず診断で きない場合がある.3.
リンパ管造影後 リンパ節 に浸潤する組織球 と鑑別が難
しい場合があ り,し ば しばclassIIIの診 断がな され
るがclassIIIの診断 は臨床的には まった く意味がな
い.4。 パパニ コロー染色 では95%エタノールにて湿
固定す るが,こ の際採取 された細胞が流れ落 ちる場合
がある.こ のよう原因によ り細胞診の正診率 を落 とし
ている.
一方,RT-PCR法は微量のmRNAよ りcDNAを
何 百倍 にも増幅す る方法 である.RT-PCR法 に よる
PSA遺伝 子 の検 出 は現 在盛 んに研 究 され てい る.
Woodら17)はsense側800～817の塩基,anti-sense側
957～975塩基 を用 い176bascpairのPCR産物 を骨
髄 よ り検 出 して い る.Deguchiら18)はsense側
858-875,anti-sense側1592--1610で753basepair
のPCR産 物 をリ ンパ 節 と骨髄 よ り検 出 してい る.




りenhancedPCRにて検 出 してい る.わ れわれ も6
例 の末梢血 単核球 よりPSA遺 伝子 を検 出 してい るが
いずれ もstageD例であ った.
Isuraeliら20)はnestedPCRにて新 た な前立 腺
特異抗 原であ るprostatemembraneantigen(PSM)
につ き検討 してお り,PSAのprimerよりPSMの
primerを用 いた ほ うが血 中 の細 胞 の検 出感 度が 高
か った と述べている.し か し,わ れわれのPSMの 検
討 ではPSMは 種々の尿路性器癌細胞 に発現 してお り
特 異 性 に乏 しか った.血 液 サ ンプル に つ いて も,
Israeriらは腎癌 と精巣腫 瘍 のそ れぞれ1例 にPSM
の発現 を認 めでいるが,わ れわれ も腎癌,膀 胱癌,精
巣腫 瘍,さ らに健常人 で もPSMの 発現 が認 め られ
た.さ らにCytogen社のPSM単 クロー ン性抗 体
(CYT-351)で免疫 染色 を行 ったが,前 立腺癌 の他 に
膀胱腫瘍,精 巣腫瘍 で も染色 された21)
PSAを産生 す るLNCaPヒ ト前立腺癌細胞 よ り抽
出 したtotalRNAよりわれわ れ独 自のPSAprimer
を用いて,753,bpのPSA遺伝子に特異的な遺伝子 の
断片 を増幅す るこ とがで きた.PC3,DU145では検
出 で きず他 の尿 路癌 細 胞 で も検 出で きなか った.
LNCaP細胞 の希釈 系列 によ り106個の末梢血 単核 球
中に1個 のLNCaP細 胞,0.1個分のmRNAが 存在
す れば検出が可能であ った.
臨床 の腫瘍 を用いた場合 は検出感度 は各腫瘍 によ り
異な るが,RT.PCR法 を用い たPSAmRNAの 検 出
感度 は従来の組織学 的あ るいは免疫細胞化学的検出法
よ りも優 れ て い る こ とが 示 され て い る.Deguchi
ら塵8)は22例の前 立腺全摘術 を受 けた限局性 前立腺癌
中6例 の リンパ節 よ りPSAmRNAが 検 出 され た.
RT・PCR陽性 の9個 の リンパ節 中PSA単 ク ロー ン
性抗 体 を用 いて5個 の みが検 出 され た.こ の よ うに
RT-PCRは免疫染色 で も検出 されない微小 な リンパ
節転移を検 出で きる.
そ こでわれわれ は骨盤内 リンパ節 のFNAB標 本 を
用い てRT-PCR法 によ るPSA遺 伝子 の検 出に応 用
した.FNAB標 本の細胞診 で は24例中6例 が陽 性,
2例がclassIIIであ ったが,遺 伝子診 断で は細胞 診
陽性 の6例,classIIIの2例の他 に細胞 診 陰性 の3
例 が陽性であった.こ の ように遺伝子診断法は従 来の
細 胞診 を凌 ぐ可能性 が示 された.骨 盤 内 リ ンパ 節 の
FNABは リンパ管造影 を行わなければで きないので,
リンパ管造影 に新たな適応 を もた らした.
これ まで23gaugeの細 針 を用 いて460例の骨 盤 内
後腹膜 リンパ節 のFNABを 行 って きたが,出 血,感
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